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論文内容要旨
 [背景1
 ヒトを含めた脊椎動物には5種類の大腸菌RecQホモローダ「RECQLi,BL躍,WRN,RTS,RECQL5」
 が存在している。RecQファミリーにはその中央付近にDNAヘリカーゼモチーフが存在し,実際ヒト
 RECQU,BL踊,WRN,RECQL5に二本鎖DNAを巻き戻すDNAヘリカーゼ活性が検出されている.近
 年,RecQヘリカーゼの欠損により高発癌性,発育不全,老化の促進等の症状を示す遺伝病群が報告さ
 れた。すなわちBioom症候群(BS),Wemer症候群(WS),Rot㎞ロnd-Thomson症候群(RTS)の原因
 遺伝子のそれぞれが飢M,鰐W,RT∫であることが明らかとなった.その遺伝子産物のうち,WRNは,
 DNA複製,修復,テロメア維持などに関わるタンパク質と相互作用する。これまでテロメアタンパク質
 とWRNが同時に欠損した細胞で,テロメアの維持に支障が起こるという報告がなされた。一方,WRN
 は塩基除去修復経路(BER),組換え修復経路(狂RR),非相同末端結合経路(N硬」)に関与している可能
 性が考えられている。しかしながら,実際に細胞レベルでWRNがこれらの修復経路で機能している証
 拠は得られていない。そこで私は,未だ解決されていなかった「細胞レベルでのWRNとNHEJとの関
 係の解明」という問題を,ニワトリDT40細胞を用いた実験系を利用して解析することにした.さらに,
 判明した結果をふまえ,「細胞レベルでのWRNとRAD18依存的な損傷トレランス機構との関係の解明」
 という問題にも取り組んだ。
 [結果及び考察]
 KU70はDNA二重鎖切断(DSB〉を修復する際にnor蝕。π1010gousendjoining(N}犯」)と呼ばれる経路
 で働いている。DSBが生じるとその部位にKU70/KU80ヘテロダイマーが結合し,さらにDNA-PKcsが
 リクルートされる。KU70は細胞内でWRNと免疫沈降可能な複合体として存在し,試験管内ではKU70
 がWRNのもつexo獺clease活性を促進するという発見以来,W翼NとNHEJとの関連について多数の生
 化学的な実験に関する報告がなされている。しかし,未だにWRNのNHEJにおける細胞内での役割に
 ついてはわかっていない.そこでWRNとKIU70あるいはDNA予Kcsとの関係を調べるために,まず
 DT40細胞を用いてKU70一ケ畝脳≠二重破壊株および0崩一Pκos#/解辞み二重変異株を作製した.Nm三」に
 欠損を持つDT40細胞株はDNAトポイソメラーゼ夏至(重opo①阻害剤であるEtoposideや1CRF-193に高い
 感受性を示すことが報告されている。一方,観測V≠単独変異株のtopoII阻害剤感受性は野生株のそれと
 同等であり,この結果から判断してWRNは唖{EJに全くあるいはほとんど関与しないことが示唆された。
 実際,KU70'ゲ卿ひ/≠,0醐一Pκo〆/醐障み二重遺伝子破壊株のtopoH阻害剤感受性はそれぞれのκU7びお
 よびD崩一PKo〆単独変異株の感受性と同じだった。古opo11阻害剤とは対照的に,NHEJに欠損を持つ
 DT40細胞株はDNAトポイソメラーゼ“t鱒oI)阻害剤であるcampto始ecin(CPT)に高い抵抗性を示す
 ことが報告されている.一方,研R母μ単独変異株は野生株に比べ若干のCPT感受性を示した.このこ
 とは,WRNはKU70やDNA予Kcsとは異なる機能を有することを強く示唆している.興味深いことに,
 KU7伊侃諮≠や∂醐一PKc5#/躍RIV=≠二重遺伝子破壊株では冊≠単独株の弱いC欝丁感受性は打ち消され,
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 κU70≠や∠)醐一Pκo〆単独株と同様に高いCPT抵抗性が観察された.また,κU7び/脚≠二重変異株に
 κU70cDNAを導入した細胞株では,CPTに対する高い抵抗性は消失し,躍R/V≠単独株のCPT感受性の
 レベルに近づいた。
 以上の結果を総合すると,WRNはNHEJの経路の中で機能するというよりはむしろrWRNはKU70
 と結合することによりN琶EJと拮抗して働いている」と考えられる.ごく最近,他のグループからDT40
 細胞において2ARP-1およびRAD18もN旺Jと拮抗して働くことが報告された.当研究室では,以前に
 WRNと結合するタンパク質としてWRNiP1を発見し,WRMP1が細胞内でRAD18と同様の機能を果た
 すことを出芽酵母の遺伝学的解析から明らかにしてきた.そこで次にWRNとRA勝8の機能的関連の解
 析を行った.
 RAD18はDNA複製タンパク質PCNAのユビキチン修飾に関与し,DNA複製の鋳型上に存在して
 いるDNA損傷を乗り越えてDNA複製を続行させる機構に関わっている.前述したように,rWRNと
 RAD18経路に何らかの関連が存在する」可能性があり,WRNとRADi8の関係を解明することがWRN
 の細胞内の機能を知る上で重要と考えた.そこでDT40配甜V≠耀∂18'み二重変異株を作製し,両者の関
 係を遺伝学的に解析した.1蔽D18〃研諮≠二重破壊株の細胞増殖は野生株あるいは各単独株と差がなかっ
 た.一方,憂燃≠耀D招4二重変異株では相加的な姉妹染色分体交換(SCE)の頻度の上昇が観察された.
 SCEはDNA複製の際に相同組換え反応を介して起こり,DNA複製中のトラブルの鋭敏な指標として知
 られている.このことは,少なくともWRNはRAD18の損傷トレランス機構が存在し・ない際には,複製
 フォーク上でSCEが起きないようにDNA複製フォーク上で機能している可能性を示唆している.次に,
 韻∂18一'=/膨R亙≠二重破壊株の4一建itro麻noline一亜一〇xide(4NQO),met鼓y互metbanesuiわ蝕ate(MMS),cisp夏at㎞
 (CDDP)に対する感受性を調べた.凡4D18≠単独破壊株は紫外線(UV),MMS,CDD駐などに高い感受性
 を示すことが報告されている.また,阻却V≠単独破壊株も弱いながらDNA傷害剤に感受性を示すこと
 から,磁∂18ヲ關V一み二重破壊株の各種DNA傷害剤に対する感受性を指標にWRNとRAD18のDNA傷
 害時における機能的関係を推測することができる。躍酬≠耀D18≠二重破壊株のMMS,CDD聡4NQOな
 ど種々のDNA傷害剤に対する感受性は,1盈、D/8一!=細胞の感受性と同程度であった.一方,WRNと同様
 にRecQファミリーヘリカーゼであるBLMとRAD18の二重変異株,朗、D/8≠8L酵みは種々のDNA傷害
 剤に対し,各単独破壊株に比べ感受性が増大した。以上より「BL躍はRAD18経路とは独立の機能を有
 する」ことが判明した.すなわち本研究により「βLMではなくWRNが特異的にRADi8の関与する損
 傷トレランス機構に何らかの形で関与する」可能性が初めて示唆された.WRNがDNApolymeraseδ
 (Polδ)をはじめとして,複製因子である駐CNA,FEN-1,RPAと物理学的に相互作用できることを考慮
 すれば,RAD18の支配する損傷トレランス[損傷乗り越え合成(TraBslesionsynt麩esls:TLS)やコピー選
 択型の複製後修復機構(Damageavold蹴ce:DA)]において,WRNはPo}δの付随因子として反応全体を
 円滑に遂行する役割を担う可能性が考えられた.
 [総括1
 これまでのヒトのWS患者由来の細胞を用いた研究は,多くの場合に一例報告に陥りやすかった.そ
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 の最大の理由はWS細胞ひとつをとっても,異なる患者,異なる年齢,異なる性別,異なる人種,異な
 る臓器由来,異なる不死化条件,異なる培養履歴などの複合的な要因が重なり,そのWS細胞に限って
 の表現型を研究することになりかねない.さらにWRNのようにその欠損が何十年もしてから個体とし
 て表現型が顕在化する場合,細胞レベルの表現型の検出は困難を極める.一方,DT40細胞という特殊
 な綱胞を使った実験ではあるが,本研究において初めてWRNの系統的かつ再現可能な遺伝学的データー
 を提示することに成功した。得られたデーターからは,「WRNはN藪EJ自体の必須因子ではなく,NHEJ
 を抑制する機能を有する」およびrWRNはDNA傷害時に,聡AD18の関与する損傷トレランス機構の
 中で何らかの役割を果たす」という可能性が示唆された.従って,DNA複製装置が損傷に遭遇した際,
 W衰N,RAD18はN}{EJが機能しないように抑制をかけるとともに,WRNはRAI)亙8とともにその損傷を
 うまく回避する手助けをしている可能性が考えられる.
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 審査結果の要旨
 ウェルナー症候群(WemersyndromelWS)は,種々の老化症状が比較的早期に出現する常染色体劣性
 遺伝病である.WS患者由来の細胞では,細胞寿命の短縮,DNA複製開始点間距離の延長,テロメア短
 縮速度の増大,染色体不安定性,自然突然変異率の増加等が観察されている。また,紫外線(UV),電
 離放射線には感受性を示さないが,4-NQO(4-niむoqul且ollne-i-oxlde)やDNAトポイソメラーゼ亙阻害
 剤であるカンプトテシン(CPT)等のDNA傷害剤に対して感受性が高いことが報告されている。その原
 因遺伝子産物(WRN)はRecQヘリカーゼファミリーに属するタンパク質で,DNA複製,修復,テロメ
 アの維持等に関わるタンパク質と結合することが知られているが,実際にどのような経路で機能してい
 るのかはほとんどわかっていなかった.そこで本研究では,遺伝子破壊が容易なニワトリDT40細胞か
 ら作製した種々の遺伝子破壊細胞をもちいてWRNと非相同末端結合修復(駐on-homologo粥e麟jo睡R9;
 NHEJ)に関与するKU70および,複製後修復に関与するRADBとの機能的関連を解析した。
 NHEJ経路で機能するKU70はWRNと免疫沈降可能な複合体として存在し,WRNのもつexo照dease
 活性を促進することが報告されている.そこでまず初めに,このKU70とWRNの機能的関連をそれぞ
 れの遺伝子破壊細胞と二重遺伝子破壊細胞を用いて解析した。その結果,κU70≠細胞はC蟄丁に対し野生
 株に比べ耐性であるが,㎜≠細胞は逆にCPTに対し若干の感受性であり,この厩階≠細胞のC盟感
 受性はKU70遺伝子の破壊により消失した.すなわち駅酬/κU70一み二重遺伝子破壊細胞はκU7研細胞
 と同様にCPTに耐性になった。以上の結果からCPTによるDNAの傷害の際にはNHEJ経路が機能する
 と細胞にとって致命的な傷害が生じ,WRNはKU70と結合することによりM{EJ経路と拮抗することに
 より致命的傷害を軽減し・ている可能性が示唆された.最近,他のグループからRAI)18もM}EJ経路と
 拮抗して働くことが報告された。そこで次にW艮NとRADi8の機能的関連の解析を行った.
 RAD18はDNA複製関連タンパク質PCNAのユビキチン化に関与し,PNA複製の鋳型上に存在
 しているDNA傷害を乗り越えてDNA合成を進める機構に関わっている.曜濯,齪0/8及び,その
 二重遺伝子破壊細胞を用いて調べたところ,㎜≠/1苗D18≠二重遺伝子破壊細胞の4-NQO,meぬyI
 me重hanes麗1fbnate,シスプラチンに対する感受性は,RZO1甜細胞の感受性と同程度であった。この結果
 は「WRNがRAD18が関与する損傷乗り越え合成に何らかの形で関与する」ことを示唆しており,本研
 究により,WRNとRAD18の機能的関連が初めて明確になった。
 以上のように,本研究はWRNの機能の解明に向け大きな成果を挙げ,ウェルナー症候群の早期老化
 症状の発現の原因解明に新たな視点を提供した.
 よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める。
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